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摘要 目的 : BIL Aa RE EAEE, SST INA A Covalbumin, OVA) 
的 单 链 抗体 (scFv) MERER E, MERERI OVA 单 链 抗 体 。 方 法 : 用 OVA SAK 
JE Balb/C 小 鼠 ， 选 取 血 清 抗体 效 价 高 的 小 鼠 提取 脾脏 RNA， 利 用 RT-PCR 方法 扩 增 获得 小 
鼠 重 链 和 小 鼠 轻 链 基因 。 通 过 无 颖 连接 酶 一 步 将 小 鼠 重 链 基 因 、 轻 链 基因 和 linker DNA XE 
PEEK, TAMER ARIA RIK, PE OVA scFv 噬菌体 展示 文库 。 测 定 文库 容量 ， 对 文库 
BEAT EREI, ELISA 鉴定 阳性 克隆 ,测序 后 构建 真 核 表达 载体 ， 转 入 Expi-CHO 悬浮 细胞 
真 核 表 达 , 利用 Western blot 进行 鉴定 。 结 果 : 成 功 获得 库容 量 为 1.2x107cfu 的 OVA scFv 


进行 
哈 菌 体 展示 文库 ， 并 从 中 筛选 出 8 个 阳性 克隆 ， 选 取 效 价 最 高 的 2 号 克隆 ， 在 Expi-CHO 县 
浮 细胞 中 表达 获得 可 溶性 抗体 。 结论 : 本 研究 建立 了 一 种 高 效 构建 scFv 噬菌体 文库 的 方法 ， 


筛选 获得 高 结合 活性 的 OVA 单 链 抗体 ， 并 成 功 进行 了 真 核 表 达 ， 为 OVA ELISA 检测 试剂 
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Construction and Screening of a Phage Display Library of Single Chain Fv Antibody 
Efficiently from Mouse Immunized with ovalbumin 
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Abstract Objective: to establish an efficient method for construction of a Phage Display 
Library of Single Chain Fv (scFv) Antibody Efficiently from Mouse Immunized with ovalbumin 
(OVA) and obtain anti-OVA single chain antibody. Methods: Balb/C mice were immunized with 
OVA. The heavy chain and light chain variable region gene of immunoglobulin were amplified 
from mRNA of spleen cells of mice with high serum OVA antibody titer by RT-PCR and joined by 
a DNA linker with Seamless Cloning. These fragments were inserted into phage expression vector 
to construct a phage display library. After measurement of library capacity, affinity selection and 
ELISA analysis were run to find high affinity scFv. Its protein was expressed by Epxi-CHO cells 
and identified by western blot analysis. Results: The OVA scFv phage display library was 
constructed and its library capacity was 1.2 x 10’ cfu. Eight high affinity scFv were screened from 
this library. The 2# clone with the highest affinity was cloned into the eukaryotic expression 
vector and expressed in expi-CHO cells. The western blot analysis showed that it is a soluble 
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antibody . Conclusion: This study established a highly efficient method for construction of a scFv 


phage library and generated a 


high affinity OVA scFv antibody. These laid a good foundation for 


the development of the research of OVA ELISA analysis kit. 
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Eukaryotic Expression 


抗体 是 是 进行 临床 医学 、 
了 三 个 阶段 的 发 展 ,分别 是 多 克隆 抗体 阶段 、 单 克隆 抗体 阶段 和 基因 工程 抗体 阶段 。 其 中 
链 抗体 (single chain antibody fragment, scFv) 是 基因 工程 抗体 的 代表 ， 是 保留 抗体 活性 的 


分 子 生物 学 和 药学 研究 的 重要 工具 之 一 人 。 抗 体制 备 技术 经 过 


最 小 结构 单位 , 由 抗体 重 链 可 变 区 通过 短 肽 和 抗体 轻 链 可 变 区 连接 而 成 。 相 较 于 完整 的 抗体 ， 


它 具 有 抗原 性 弱 、 穿 透 力 强 、 
优点 中。 噬菌体 展示 技术 ， 是 利用 PCR 扩 增 抗体 的 的 可 变 区 基因 ， 将 此 可 变 区 基因 与 鸣 


之 


分 子 量 小 ,便于 基因 工程 操作 ,基本 保留 对 抗原 的 亲 和 活 性 等 


it 


体外 壳 蛋 白 基 因 连 接 , OR Js DAR E A SR as PI B SY OT, 从 而 实现 基因 的 克隆 化 。 
该 技术 现 已 是 一 种 应 用 十 分 广泛 的 蛋白 和 多 肽 筛选 技术 , 常用 于 微生物 诊断 和 治疗 、 表 位 标 


RANE AIM, Pt 


WANE. APE ZG AT A LAT AG SU 91, ARA Covalbumin, OVA) 是 鸡 卵 
24) 44.5kD"8l, JATAATRA, MEE ges] RM, FE 
流感 疫苗 接种 反应 的 检测 指标 ,也 可 作为 鸡蛋 过 敏 原 的 一 个 检测 指标 。 目 前 国内 有 针对 流感 


疫苗 的 卵 清 蛋白 ELISA 检测 试剂 盒 ， 但 其 特异 性 、 灵 人 敏 度 和 准确 性 都 比 国 外 ELISA 检测 试 


剂 盒 差 。 而 国内 食品 中 卵 清 蛋白 ELISA 检测 试剂 盒 几 乎 没有 ， 基 本 依赖 进口 。 本 研究 则 在 
利用 鸣 菌 体 展 示 技 术 构 建 scFv 抗体 文库 ， 并 
OVA 的 ELISA 检测 试剂 盒 的 研制 商定 基础 


1 材料 与 方法 


1.1 材 料 
1.1.1 实验 动物 及 抗原 


> 


fda HHL OVA 的 单 链 抗体 ， 进 行 真 核 表达 ， 为 


= 


o 


4~6 周 龄 雄性 Balb/C 小 鼠 购 
1.1.2 质粒 、 鸣 菌 体 及 菌 种 


ES 


安生 物 技 术 有 限 公 司 。 
1.1.3 主要 试剂 


自 成 都 达 硕 实验 动物 有 限 公 司 ，OVA 购 自 sigma. 


哄 菌 粒 载体 pCANTAB5e、 辅 助 哈 菌 体 M13K07、 融 合 表达 宿主 菌 TG 均 购 自 北 京 宝 科 维 食 


SV Total RNA Isolation System 购 自 promega 公司 ;RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 
购 自 Thermo Scientifics 凝 胶 回收 试剂 盒 购 自 qiagen 公司 ; 质粒 提取 试剂 盒 购 自 全 式 金 公司 ; 
In-Fusion HD Cloning kits, T4 连接 酶 、Taq DNA REAM DNA 限制 性 内 切 酶 、DNA Marker 
均 购 自 TaKaRa 公司 ，HRP 标记 鼠 源 抗 M13 单 克 隆 抗体 购 自 GE 公司 ，HRP 标记 的 羊 抗 鼠 


IgG 抗体 、 抗 His 标签 的 鼠 单 抗 均 购 自 abcam 公司 ; Expi-cho 表达 系统 、 抗 鼠 IgG (H+L) 


的 痰 光 二 抗 均 购 自 invitrogen. HE Œ K Hi ( Tryptone) 和 酵母 提取 物 ( Yeast extract) 购 自 


OXOID; SOB, 2xYT 培养 基 按 照 《 分 子 克 隆 》 配 制 ， 各 培养 中 中 含 葡 萄 糖 (Glucose, G) 
的 浓度 为 100mmol/L, A“ FFX (Amplicillin, A) 浓度 为 100ug/ml, KAA (Kanamycin, 


K) 为 50ug/ml. 


1277 法 
1.2.1 动物 免疫 


选取 6 周 龄 的 Balb/C HE! 
Jl, WEEN PBS 缓冲 液 的 阴性 小 鼠 ， 首 次 免疫 使 用 弗 氏 完全 佐 剂 皮下 注射 ， 加 强 免 疫 使 
用 弗 氏 不 完全 佐 剂 进行 腹腔 注射 。 


—- 


生 小 鼠 ， 免 疫 OVA 蛋白 200hg/ 只 /次 ， 免 疫 4 次， 每 次 间隔 两 


1.2.2 ELISA 检测 小 鼠 血 清 效 价 


取 第 四 次 免疫 两 周 后 小 鼠 的 尾 静 脉 血 ,3000rpm 离心 20min, 吸 出 上 清 即 血清 用 于 ELISA 


抗体 效 价 检测 。 
包 被 好 的 96 FLIR 


j 包 被 液 稀释 OVA (2Qug/ml) ， 取 100pL/ 孔 加 入 96 和 孔 板 中 ，4'C 过 夜 。 将 


洗涤 液 洗 3 次 后 ， 加 入 1%BSA 封闭 2h。 再 用 洗涤 液 洗 3 次 后 加 入 稀释 


好 的 免疫 后 小 鼠 血 清 (1: 400, 1: 800, 1: 1600, 1: 3200, 1: 6400, 1: 12800, 1:25600), 
同时 以 未 免疫 的 小 鼠 血 清 作为 阴性 对 照 ，37C 孵 育 1h。 用 洗涤 液 洗 3 次 后 再 加 入 HRP 标记 
的 羊 抗 鼠 IgG 抗体 (1: 5000 稀释 ) ，37C 孵 育 1h。 用 洗涤 液 洗 3 Wad ABER (TMB) 


显 色 15min, 


-二 


有 加 入 终止 液 ， 后 用 酶 标 仪 检测 波长 450nm 处 的 吸光 值 。 


a. 


1.2.3 提取 小 鼠 和 脾脏 总 RNA 及 RT-PCR 


取 3 只 血清 效 价 高 于 1: 10000 的 免疫 小 鼠 ， 分 离 脾 淋巴 细胞 ， 按 RNA 提取 试剂 盒 说 


明 书 提取 脾脏 总 RNA。 利 用 反 转 录 试 剂 盒 ， 以 Oligo (dT)18 Primer 和 随机 引物 为 引物 进 
反 转 录 ， 获 得 cDNA。 
1.2.4 PCR 克隆 VH 和 Vx 基因 


ravi 


设计 VH 和 Vx 兼并 引物 以 及 linker 并 在 两 端 加 上 酶 切 位 点 和 同 源 臂 ， 引 物 和 linker 设 


计 如 表 1。 
1 引物 序列 表 
‘Tablel List of primers 
Name Sequence 
VH-For GGCCAGCCGGCCATGGCCCAGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG 
VH-Rev TCCACCTGAGGAGA2)CGGTGACCGTGGTCCCTTGGCCCC 
viele GTCTCCTCAGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCGGA 
inker 
CATCGAGCTC 
V«-For TCGGACATCGAGCTCGACATTGAGCTCACCCAGTCTCCA 
VK1- 
GCGGCGCCCGTTTGATTTCCAGCTTGGTGCC 
ev 
VK2- 
GCGGCGCCCGTTTTATTTCCAGCTTGGTCCC 
ev 
VK4- 


Rev 


GCGGCGCCCGTTTTATTTCCAACTTTGTCCC 


Chi nay i 会 人 作 甘 
CNINAA IVE 


VK5 - 


GCGGCGCCCGTTTCAGCTCCAGCTTGGTCCC 
ev 


Note: 1):Underline represent restriction endonucleases cleavage sites;2): Bold represent Homology arm 


以 cDNA 为 模板 ,利用 VH-For 和 VH-Rev 引物 如 下 进行 PCR 克隆 VH 基因 ,利用 Vk-For 
和 V«-Rev-mix 《将 Vxl, VK2, Vx4, V«5 以 1:1:1:1 混合 作为 Vx-Rev-mix ) 引物 进行 PCR w 
隆 Vk 基 因 。PCR 反应 程序 为 : 94C 预 变性 2min， 继 以 94°CAEPE 30s, 55°CIB/K 30s, 72°C 

延伸 45s， 共 35 个 循环 。 取 Sul PCR 产物 在 1.5% 的 琼脂 糖 凝 胶 中 电泳 观察 。 
1.2.5 scFv 吹 菌 体 文库 的 构建 
将 克隆 的 VH 和 Vk 基因 切 胶 回收 ， 与 合成 的 linker 序列 按 试剂 盒 方法 进行 无 颖 连接 得 
到 scFv 序列 。 连接 完成 后 ， 以 接 产物 为 模板 ，VH-For 和 Vk-Rev-mix 为 引物 扩 增 scFv 片段 ， 
切 胶 回 收 。Not 工 和 Sfi I MEW) scFv 序列 和 pCANTABSe 质粒 ， 用 Ts DNA 连接 酶 连接 ， 获 
ja 得 重组 质粒 (图 1) 。 将 获得 的 重组 质粒 通过 电 穿 孔 的 方法 转 入 TG 细菌 中 , 用 2xYT 培养 
液 做 梯度 倍 比 稀释 ， 涂 布 SOB-AG 平板 ，30'C 培 养 过 夜 。 计 数 平板 上 的 单 菌落 数 ， 计 算 库 
A. 剩余 的 转化 后 培养 的 菌 液 ， 加 入 80% 终 浓度 灭 菌 甘 油 ，-80'C 冻 存 ， 此 即 为 初级 抗体 库 。 
随机 挑 取 SOB-AG 平板 上 单 克 隆 15 个 ， 提 取 质 粒 DNA， 以 VH-For 和 Vk-Rev-mix 为 引物 
PCR 扩 增 scFv 基因 ， 初 步 鉴 定 阳性 克隆 。 
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N 
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图 1.scFv 噬菌体 载体 的 构建 示意 图 


Fig.1 Construction of scFv phagemid vector 


1.2.6 scFv WE bel AS EAN SC PPE BY iE 
用 M13K07 感染 初级 抗体 库 


培养 感染 细菌 ， 离 心 取 上 清 收集 获得 重组 哈 菌 体 抗体 。 
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抗原 包 被 过 夜 ， 将 获得 的 只 菌 体 抗体 上 清 按照 MPBS 2% 脱脂 乳 PBS) : 上 清 =2:3 的 比例 
将 MPBS 和 叭 菌 体 上 清和 干扰 化 处 理 20min， 加 入 封闭 好 的 免疫 管 中 ， 轻 摇 温 育 30 min 后 ， 
再 静 置 温 育 1.5h， 用 0.2N 甘氨酸 -Hcl pH2.5 进行 洗 脱 ， 加 入 等 体积 Tris-Hcl pH7.4 中 和 洗 脱 
液 。 后 加 入 宿主 菌 TG1 (ODeoo=0.5〉， 振 荡 培 养 lh， 加 入 4x1019M13K07 KEE, HAE 
育 30 min 后 ， 再 振荡 培养 30 min， 离 心 后 用 2xYTAK 轻 悬 细胞 沉淀 ，30 人 培养 过 夜 ， 刮 取 
菌落 ， 重 新 扩 增 表达 制备 噬菌体 抗体 再 进行 下 一 轮 的 筛选 ， 同 样 方法 筛选 至 少 3 轮 。 
1.2.7 scFv 叭 菌 体 文库 的 初步 鉴定 
随机 挑 取 96 个 最 终 获 得 的 抗体 库 单 克隆 菌落 培养 过 夜 ， 以 1: 100 比例 稀释 至 新 鲜 含 有 
2.5x1010 pfu/ml M13K07 的 2xYT-AG 中 ，37C 振 水 培养 22?， 离 心 弃 上 清 , 沉淀 用 2xYT-AK 
培养 液 重 悬 ，37C 培 养 过 夜 。 离 心 取 上 清 即 重组 抗体 待 用 。 
包 被 原 过 夜 ， 设 立 阳性 对 照 和 阴性 对 照 ， 阳 性 对 照 为 M13K07。 一 抗 为 提前 混 匀 的 重组 
抗体 〈160hl 重组 抗体 +40hl MPBS) ， 阴 性 对 照 加 等 量 的 封闭 液 ，37 'C 结 合 反 应 2n。 二 抗 
为 酶 标 抗 M13 抗体 , 37 “CHA RM 1h, TMB 显 色 , 加 入 终止 液 , 置 于 酶 标 仪 检测 波长 450nm 
处 读 取 吸 光 值 。 
1.2.8 构建 真 核 表 达 载 体 Epxi-CHO 表达 
将 从 哈 菌 体 文库 筷 选 出 与 抗原 结合 能 力 最 强 的 单 克 隆 序列 构建 入 pcDNA3.4 真 核 表 达 
载体 。 提 取 表 达 质 粒 ， 酶 切 鉴定 后 通过 瞬时 转 染 方法 转 染 Epxi-CHO 细胞 ， 转 染 后 1d 加 入 
增强 剂 和 补 料 ， 转 染 后 7d 收取 培养 基 ， 收 集 上 清 进行 western blot 鉴定 单 链 抗体 的 表达 。 
1.2.9 Western blot 
将 Epxi-CHO 细胞 表达 上 清 进 行 SDS-PAGE 电泳 并 电 转 移 至 PVDF， 用 5% 脱脂 奶粉 
室温 封闭 1h， 洗 涤 后 ， 再 用 1: 10000 稀释 Alexa Fluor™ 680 donkey anti-mouse IgG (H+L) 
室温 孵育 lh 后 显 色 。 
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2.1 克隆 VH 和 Vx 基因 

取 免 疫 血 清 效 价 在 1: 10000 以 上 的 3 只 小 鼠 ， 脱 有 颈 处 死 ， 取 脾脏 ， 提 取 总 RNA， 反 转 
录 为 EDNA 后 ，PCR 扩 增 VH 和 VK 基 因 。 获 得 大 小 分 别 约 为 390bp 和 350bp 的 VH 和 Ve 
基因 (图 2) ， 与 实验 设计 一 致 。 
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目的 条 带 


2. VH 和 Vk 的 PCR 扩 增 结果 
Fig.2PCR amplification of VH & VK gene 
M:DL2000 maker; 1:PCR product of VH; 2:PCR product of VK 


2.2 scFv 基因 的 连接 和 扩 增 


将 纯化 后 的 VH、Vk 和 linker 混合 无 颖 连接 后 ，PCR 扩 增 获得 大 量 scFv 条 带 〈 图 3) ， 


大 小 约 为 780bp。 


3. scFv 基因 PCR 扩 增 结果 
Fig.3 PCR amplification of scFv gene 
M:DL2000 maker; 1:PCR product of scFv 


2.3 噬菌体 文库 的 构建 


将 ScFv 4 pCANTABSe 质粒 酶 切 连 接 ， 电 转 入 制备 好 的 感受 态 TG 细菌 中 ， 涂 布 于 
2xYT-AG 平板 ， 计 数 抗体 库容 量 为 1.2x107cfu/ml。 随 机 挑 取 SOB-AG 平板 上 单 克隆 15 4, 
提取 质粒 DNA, PCR 扩 增 scFv 基因 ， 鉴 定 15 个 克隆 均 为 阳性 克隆 ， 重 组 率 达 到 100% (图 


4) 。 
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图 4. 单 克隆 的 PCR 鉴定 结果 


Fig.4 Identification of individual recombinant clones by PCR 


M:DL5000 maker; 1~15: individual recombinant clones 


2.4 scFv WE BAC EEN BRE 
对 叭 菌 体 scFv 抗体 文库 进行 4 FESR IME, BERET YEH BRAS E EET SRE 


测定 ， 取 振荡 培养 的 菌 液 ， 用 2x YT 培养 基 做 梯度 倍 比 稀释 ， 取 稀释 液 涂 布 SOBAG 平板 ， 
30 叱 培养 过 夜 ， 计 算 菌 落 形成 单位 (cft)， 即 为 淘 筛 步骤 的 噬菌体 量 ， 计 算 输 出 率 〈 输 出 / 葵 


入 ) 。 结 果 显 示 最 后 两 轮 得 选 输 出 率 均 有 上 升 ， 较 之 前 有 显著 的 提高 ， 说 明 噬 菌 体 文库 得 到 
了 富 集 ( 表 1)。 
表 1 对 特异 性 噬菌体 抗体 文库 的 富 集 筛选 
Table 1 Enrichment of phage antibody library by panning 
Rounds of panning Input phage (CFU) Output phage (CFU) Recovery rating 

1 3x10! 1.2x10° 4x107 

2 2.5x10!? 3.5x105 1.4x107 

3 0.7x10!? 1.2x105 1.7x107 

4 10x10” 7.5x10° 7.5107 


2.5 特异 性 哈 菌 体 抗体 的 ELISA 鉴定 


如 


通过 phage ELISA 最 终 筛选 出 8 个 与 抗原 有 结合 活性 的 阳性 克隆 (图 4) ， 且 与 阴性 没 
吉 合 活性 ， 送 检测 序 。 


MH OVA 


Negative control 


Binding OD,,,nm 


clone2 clone3 clone4 clone? clone8 clone13 clone14 


clone1 


Monoclonal phage ELISA 


图 5.ELISA Siac Ree HEME A ADT 
Fig.5 ELISA Selection of phage antibodies specific 


利用 Igblasti 数据 库 对 筛选 获得 的 阳性 克隆 可 变 区 基因 序列 进行 比 对 ， 发 现 


其 轻 链 可 变 


区 分 别 属于 VVI VI 亚 群 ， 而 重 链 可 变 区 则 属于 VH I WF. R Phage ELISA 中 检测 


胞 中 瞬时 表达 。 


到 结合 能 力 最 高 的 2 号 克隆 构建 入 真 核 表达 载体 pcDNA3.4 F, Æ CHO 4 
2.6 筛选 抗体 在 Epxi-CHO 细胞 中 的 表达 及 western blot 鉴定 
结果 显示 表达 载体 细胞 上 清 检 测 到 30kD 左右 的 目的 条 带 ， 而 空 载体 细胞 上 清 没 有 检测 


到 条 带 (图 6) ， 表 明 构 建 的 分 泌 性 单 链 抗体 载体 成 功 进行 了 真 核 表 达 。 


M 1 2 
135kD 
100kD 
80kD 
58kD 
46kD 
32kD 
25kD 
22kD 
17kD 
6.Western blot 
Fig.6 Western blot 


1: Transfection of cell supernatant; 2: Unloaded somatic supernatant 


3 讨论 

Wee Fd PRS RANK Re H HT EC eA i a A E&P BG BS JT Se RRT E 
ZPN, BOR OL AE BE WS ee AY BE A) ES TE ES FY 2G TE Bo 
联系 起 来 。 与 单 克隆 抗体 制备 其 它 技术 相 比 该 方法 简单 、 快 速 、 高 效 , 不 需要 杂交 瘤 以 及 复 
杂 的 基因 工程 技术 ， 展 示 的 拷贝 数 高 ， 更 能 筛选 到 高 亲和力 和 特异 性 的 抗体 ,抗体 的 筛选 范 
局 非常 广 ， 采 用 不 同 的 抗原 进行 筛选 ， 可 同时 获得 不 同 的 抗体 02。 

本 研究 从 OVA 免疫 的 小 鼠 中 获得 了 抗体 可 变 区 VH 和 Vk 的 基因 片段 ， 将 其 与 Linker 
DNA 进行 无 颖 连接 ,一 步 获得 scFv 片段 。 相 比 传统 的 直接 将 重 链 可 变 区 和 轻 链 可 变 区 分 别 
建 库 进行 表达 筛选 获得 库容 量 更 大 ， 也 省 去 了 复杂 的 重 登 延伸 PCR(OE-PCR, overlap 
extension PCR) 过 程 ， 无 需 设计 OE-PCR 引物 ， 只 需 在 扩 增 抗体 可 变 区 的 引物 和 合成 的 
Linker 上 设计 一 段 同 源 臂 便 可 直接 将 VH、Vk 和 Linker 无 颖 连接 为 ScFv 片段 ， 大 大 的 提高 
了 建 库 的 效率 。 

由 于 小 鼠 轻 链 可 变 区 95% 以 上 为 k 轻 链 ， 仅 有 5% 为 和 轻 链 ， 本 研究 只 扩 增 了 k 轻 链 ， 构 
建 了 VH-Vk 单 链 抗 体 文库 。 本 研究 共 筛选 得 到 8 个 与 OVA 结合 的 阳性 克隆 ， 并 将 其 中 的 2 
号 克隆 成 功 构 建 入 真 核 表达 载体 中 , 在 Epxi-CHO 悬浮 细胞 中 表达 得 到 了 可 溶性 scFv 抗体 。 
通过 WB 的 方法 鉴定 可 溶性 scFv 抗体 成 功 进行 了 真 核 表 达 。 但 由 于 本 试验 中 使 用 的 二 
抗 为 抗 鼠 IgG 抗体 ， 其 免疫 原 为 鼠 的 全 部 重 链 和 轻 链 ， 其 中 能 与 鼠 scFv 结合 的 部 分 较 少 ， 
因此 WB 的 结果 显示 的 目的 条 带 较 淡 。 

OVA 和 蛋白 是 鸡 卵 白 蛋白 ， 其 主要 成 分 为 卵 清 蛋白 ， 属 于 大 分 子 和 蛋白 ， 是 检测 流感 疫苗 
接种 反应 的 重要 指标 ， 也 是 鸡 过 敏 原 的 一 个 检测 指标 ， 其 微量 水 平 即 可 引起 过 敏 反应 。 目 前 
检测 卵 清 蛋 白 含 量 的 主要 方法 酶 联 免疫 测定 法 ，《 中 国药 典 》 三 部 (2005 版 ) 中 更 是 将 该 
二 方法 做 为 仲裁 纳入 了 药典 03]。 但 目前 不 管 是 检测 流感 疫苗 中 还 是 鸡 类 食品 中 的 卵 清 蛋 
ELISA 试剂 盒 都 是 依赖 进口 ， 价 格 昂贵 ， 为 与 节约 生产 成 本 同时 国际 接轨 ， 卵 清 蛋 白 单 克 

隆 抗 体 的 研究 极其 重要 。 本 研究 获得 了 卵 清 蛋白 的 单 链 抗体 并 进行 了 真 核 表达 , 为 今后 国内 
卵 清 蛋白 ELISA 试剂 盒 的 研发 商定 了 基础 。 
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